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Seznam uporabljenih kratic 
 
 
Simbol ali kratica  Pomen 
pH negativni desetiški logaritem koncentracije oksonijevih 
ionov 
pI    izoionska točka 
SIE    specifičen ionski efekt 
AK    aminokislina 
M    enota molarne koncentracije, tudi mol L-1 
G    sprememba Gibbsove proste energije 
NMR    nuklearna magnetna resonanca 
pKa negativni desetiški logaritem ionizacijske konstante 





























Zakaj nekateri ioni Hofmeistrove vrste bolje stabilizirajo strukture proteinov kot drugi? 
Zakaj so nekateri bolj učinkoviti pri izsoljevanju, drugi pa pri vsoljevanju? Kako sploh 
deluje interakcija ionov s proteini in kakšna je vloga vode pri celotnem mehanizmu 
delovanja ionov v elektrolitskih raztopinah? To so samo nekatera od vprašanj, ki 
raziskovalke in raziskovalce z različnih področij kemije združujejo že skoraj 130 let. Z 
razvojem novih tehnologij inštrumentov, analize in računalniškega modeliranja, je bilo v 
zadnjih desetletjih doseženih kar nekaj bistvenih napredkov pri razumevanju 
Hofmeistrovega efekta, smo pa vseeno še nekje pri začetku. Ravno ti napredki so ustvarili 
rodovitna tla za številna nova polja raziskav tako na področju fizikalne kemije, kot tudi 
na področju biokemije. V svoji diplomski nalogi poskušam obrazložiti nekaj osnovnih 
dejstev o proteinih v elektrolitskih raztopinah, vlogi vode pri  mehanizmih delovanja 
ionov Hofmeistrove vrste in predstaviti nekaj bistvenih raziskav na to temo. 
 
Ključne besede 
Hofmeistrova vrsta, specifični ionski efekt, raztopine elektrolitov 
 
Abstract 
Why are some ions from the Hofmeister series better at stabilizing the structure of 
proteins than others? Why are some ions better at salting-out, while others are better at 
salting-in? How does the interaction mechanism between ions and proteins function and 
what role does water play during the ionic mechanism in electrolyte solutions? These are 
just some of the questions that have brought researchers from different fields of chemistry 
together for almost 130 years now. With the development of new technologies for 
instruments, analysis and computer simulations, the last couple of decades have been 
marked by significant advances in the understanding of the Hofmeister effect. And yet, 
we are still at the beginning. It is these advances that created a fertile ground for a vast 
number of new fields of research within the field of physical chemistry, as well as the 
field of biochemistry. In my bachelor thesis I try to explain some basic facts about 
proteins and electrolyte solutions, the role of water in the working mechanism of 
Hofmeister ions, and to illustrate some essential researches on this topic. 
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Hofmeister series, specific ion effect, electrolyte solutions 
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1. Namen dela 
 
Ko sva se z mentorjem prvič sestala, sem izrazila željo, da bi v svojo diplomsko nalogo 
rada vključila elemente tako fizikalne kemije kot biokemije. Mentor mi je predlagal, naj 
si kaj preberem o Hofmeistrovi vrsti, ki je na prvi pogled izgledala vrsta ionov kot 
katerakoli druga. Najprej sem bila nekoliko skeptična in nisem razumela, zakaj je ravno 
ta vrsta tako posebna. Ko sem pričela z raziskovanjem in prebrala nekaj člankov, me je 
tema zelo pritegnila. Izkazalo se je, da je Hofmeistrova vrsta, četudi tako enostavna na 
prvi pogled, povzročila manjši pretres v znanstvenem svetu, saj vse do danes ne vemo 
zares, zakaj si nekatere lastnosti ionov v raztopini sledijo prav na tak način.  
Raztopine elektrolitov so zagotovo zelo kompleksni sistemi. Dolgo časa so bila 
dojemanja teh sistemov le domneve, ustvarjene na podlagi eksperimentalnih rezultatov, 
danes pa nam simulacije molekulske dinamike nudijo nekoliko podrobnejši vpogled v 
njihovo dejansko delovanje.  
Ker nisem imela veliko predhodnega znanja o specifičnih ionskih efektih (SIE), si nisem 
točno znala predstavljati, kako bi lahko celoten koncept predstavila v tako kratki obliki 
kot je diplomska naloga. Hotela sem nekaj več izvedeti tudi o vplivu ionov na lastnosti in 
stabilnost proteinov v raztopinah, ter od česa je ta vpliv odvisen. Odločila sem se 
osredotočiti na vpliv Hofmeistrovih ionov na biomakromolekule   Moj namen je torej bil 
objasniti nekaj osnovnih pojmov, ki se tičejo ionov Hofmeistrove vrste, njihovega 
specifičnega ionskega efekta na biološke sisteme v raztopinah in predstaviti nekaj 









Leta 1888 je Franz Hofmeister objavil članek, iz katerega izhaja njegova vrsta ionov, ki 
opisuje učinkovitost ionov soli pri agregaciji proteinov jajčnega beljaka v vodni raztopini. 
Njegovi poskusi in ugotovitve so sprožile val raziskav in veliko radovednosti pri 
ugotavljanju razlogov za SIE.  
Razumevanje lastnosti raztopin elektrolitov, v katerih so prisotni proteini, je ključno tako 
za raziskovalno kot za gospodarsko področje. Farmacevtska indrustija je še kako odvisna 
od takih raziskav, saj je agregacija proteinov velik problem pri pripravi in hrambi zdravil. 
Razumevanje je ključno tudi pri proučevanju celičnih funkcij, optimizaciji metod za 
izsoljevanje in kristalizacijo proteinov ter pripomore k učinkovitemu nadzorovanju 
vplivov na stabilnost strukture peptidov. Poznana je množica bolezni, ki so posledica 
agregacije proteinov, kar poda dodaten razlog za temeljito raziskavo tega pojava. 
Naredila sem kratek pregled nekaterih objavljenih raziskav na področju vodnih raztopin 
elektrolitov in SIE na biomakromolekule v vodnih raztopinah. Razumevanje ionskih 
interakcij je še zmeraj ohlapno, a veliko bodočih raziskav bo lahko kot izhodišče vzelo 
dosedanja dognanja, nastala zaradi proučevanja Hofmeistrove vrste. Vprašanje je le, ali 
bo v prihodnosti vrsta še zmeraj ostala v ospredju debate, ali pa bodo to mesto prevzeli 
drugi koncepti. Na spodnji sliki (slika 1) je prikaz Hofmeistrove vrste v obliki, kot je 
običajno navedena. Ta vrsta ione deli na kaotrope in kozmotrope, anioni pa so pogosteje 
v središču pozornosti kot kationi, saj imajo v splošnem večji vpliv na kemijske in fizikalne 
pojave. 




Slika 1: Hofmeistrova vrsta kationov in anionov. Spodaj - opisi lastnosti kaotropnih in kozmotropnih ionov vrste, ki 
se navezuje na ione nad dotičnim stolpcem [1]. 
  





3.1. Struktura in lastnosti proteinov 
Proteini so biološko pomembne makromolekule, sestavljene iz več aminokislinskih 
ostankov, ki so med seboj povezani s kovalentno peptidno vezjo v polimerno strukturo. 
Linearni verigi amino kislin (AK) pravimo polipeptid in predstavlja primarno strukturo 
(slika 2, a). Strukturo proteina lahko tvori ena ali več verig AK in protein je zgrajen iz 
vsaj ene polipeptidne verige. Krajše verige z manj kot 30 AK ostankov praviloma 
imenujemo peptidi ali oligopeptidi. Glede na razvejanost ločimo globularne proteine, 
topne v vodi, in fibrilarne, ki se v vodi ne topijo. V nadaljevanju se bom osredotočila na 
globularne proteine [2,3].  
Proteine lahko razvrstimo glede na njihove biološke vloge in sicer imajo katalitsko, 
oporno ali strukturno, obrambno, prenašalno, skladiščno, signalno, gibalno vlogo in še 
nekatere druge. Navadno imajo proteini glede na namembnost tudi podobne strukturne 
lastnosti znotraj posamezne skupine [3]. 
Zaradi hidrofobnega efekta se AK s hidrofobnimi deli rade skrijejo v notranjost 
tridimenzionalne strukture. Zaradi polarnih peptidnih enot hrbtenice proteina, ki lahko 
med seboj tvorijo vodikove vezi, nastaja sekundarna struktura. Pri globularnih proteinih 
poznamo -vijačnice in -strukturo (slika 2, b). Če sekundarna struktura ureja motive na 
posameznih delih proteina, terciarna struktura predstavlja tridimenzionalen položaj vseh 
atomov, ki sestavljajo protein (slika 2, c). Kvartarno strukturo lahko opazimo pri 
proteinih, ki so v svoji nativni obliki zgrajeni iz več podenot in jih imenujemo oligomeri 
(slika 2, d) [3] 




Slika 2: Ravni proteinske strukture [3]. 
 
Dvajset esencialnih AK, ki jih človeški organizem ne more proizvesti sam in jih je zato 
potrebno zaužiti s hrano, je prikazanih na spodnji sliki (slika 3). V človeškem telesu so 
proteini sestavljeni iz -aminokislin, pri katerih sta aminska (-NH2) in karboksilna (-
COOH) skupina vezani na isti ogljikov atom. Na ta isti -ogljikov atom sta vezana tudi 
stranska (-R) skupina in vodikov atom. Karboksilna skupina je šibka kislina in v vodni 
raztopini odda vodikov atom, ko je pH-vrednost večji od negativnega desetiškega 
logaritma njene ionizacijske konstante (pKa) ter tako postane negativno nabita. Aminska 
skupina pa je šibka baza, ki lahko pri pH-vrednostih nižjih od negativnega desetiškega 
logaritma svoje disociacijske konstante sprejme proton in tako postane pozitivno nabita. 
Ti naboji so odgovorni za elektrostatične interakcije dolgega dosega [2,4]. 
 




Slika 3: Na sliki je prikazanih 20 osnovnih AK pri pH okoli 7,0. Rožnato obarani deli so stranske (-R) skupine. 
 
Glede na pH-vrednost raztopine so torej aminska in karboksilna skupina lahko v  različnih 
ionskih oblikah. Ko je pH ravno med obema pKa vrednostima obeh skupin, je AK v obliki 
iona dvojčka (Zwitterion) in raztopina je v izoionski točki (pI). Dodatno je naboj AK 
odvisen od stranske skupine (-R), ki vpliva na pKa vrednosti (slika 4) [5]. 
Ko se AK povežejo v polimerno strukturo proteina, sta aminska in karboksilna skupina 
zasedeni (razen koncev), saj skupaj tvorita peptidno vez. V tem primeru je protonacijska 
konstanta (pKaR) stranske verige na AK veliko bolj pomembna, saj določa izoionsko 
točko proteina. Izoionska točka je v tem primeru enako definirana kot za AK, torej ima 
tu protein neto naboj nič [5]. 
 




Slika 4: Diagram velikosti in predznaka naboja v odvisnosti od pH-vrednosti raztopine za hipotetičen protein 
 
Vsak protein je unikaten, že razlika v enem samem AK ostanku lahko vpliva tako na 
strukturo kot na zvitje proteina. Ravno zaradi take unikatnosti ima vsaka makromolekula 
različno pI, saj je ta odvisna od stranske skupine vsakega AK ostanka, ki sestavlja protein.  
 
3.1.1 Primer proteina: lizocim 
Kot primer proteinske makromolekule navajam encim lizocim iz kokošjega jajčnega 
beljaka, ki je vse od začetka pomembna pri raziskavah vpliva ionskih zvrsti na stabilnost 
in agregacijo proteinov zaradi svoje pogostosti [6]. 
 
 
Slika 5: Terciarna struktura lizocima iz kokošjega jajčnega beljaka (PDB koda: 1DPX). Pridobljeno s programom 
PyMOL. 
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Iz tridimenzionalnega prikaza molekule lizocima (slika 5) je lepo razvidna sekundarna 
stuktura -vijačnic (svetlo modra) in -ploskev (škrlatna). C in N konec sta obarvana 
temno modro.  
 
3.2 Zvijanje v tridimenzionalno strukturo 
Proteini se tvorijo na ribosomu kot linearna sekvenca AK ostankov. Tak polipeptid se 
mora zvijati med samim nastajanjem in se mora zviti tudi po nastanku, da doseže nativno 
konformacijo. Že majhna sprememba okolja proteina lahko povzroči konformacijske 
spremembe na njem, saj je nativna konformacija le delno stabilna (G za prehod iz 
zvitega v nezvito stanje je le 20 do 65 kJ/mol) [3]. 
Zvijanje polipeptidov je kompleksen proces, ki ga še ne razumemo popolnoma. Nezviti 
proteini imajo veliko konformacijsko entropijo. Prepričanje, da se protein z določeno 
primarno strukturo kar spontano in naključno zvije v terciarno strukturo je postavil pod 
vprašaj s svojim miselnim eksperimentom Levinthal in ta miselni eksperiment je danes 
znan kot Levinthalov paradoks. Čeprav podrobnosti o mehanizmu zvijanja proteinov še 
niso razjasnjene, pa je splošno sprejet konsenz, da primarna struktura določa terciarno 
strukturo [2]. 
Danes obstaja več predlaganih modelov zvijanja proteinov. Eden izmed teh predlaga, da 
so nekatera stanja bolj termodinamsko stabilna kot druga in je zato proces zvijanja 
hierarhičen in postopen – najprej se zgodi lokalno, kjer nastane sekundarna struktura, 
torej -vijačnice ali -ploskve, kasneje pa se zvije zaradi interakcij na dolge dosege, kjer 
na primer vstopita v interakcijo dve -vijačnici in tvorita supersekundarno strukturo. 
Proces se nadaljuje do popolnega zvitja proteina v nativno obliko [2]. 
Drug model predlaga zvitje zaradi hidrofobnega efekta, kjer polipeptid spontano kolabira 
v kompaktno strukturo, nastanek le-te pa je odvisen od nepolarnih interakcij med 
nepolarnimi AK ostanki. Ta model predlaga nastanek intermediatov v obliki delno zvitih 
proteinov, torej podobno kot pri prvem modelu poteka zvijanje v korakih. Gonilna sila 
nastanka nativnega stanja je tako intramolekularna interakcija hidrofobnih delov 
intermediatov, kot prikazuje spodnja slika (slika 6). Hidrofobno jedro je skrito v 
notranjosti proteina, hidrofilni deli pa so na površini, saj raje stopijo v stik s polarno vodo 
[7]. Zvijanje večine proteinov je verjetno kombinacija obeh modelov.  




Slika 6: Model zvijanja naključnega proteina preko intermediatov do nativne oblike zaradi hidrofobnih interakcij 
med nepolarnimi deli proteina [7]. 
 
Načeloma ločimo proteine na globularne, kot sta na primer hemoglobin in zgoraj 
omenjeni lizocim, in fibrilarne, na primer alfa keratin. V nadaljevanju se osredotočam na 
globularne proteine, saj je topnost le-teh znotraj celice in v vodnih raztopinah odvisna 
(med drugim) od vrste prisotnih ionov [3]. 
 
3.3 Stabilnost proteinske strukture in vplivi nanjo 
Stabilnost proteina definiramo kot težnjo po vzdrževanju tridimenzionalne nativne 
konformacije. Na samozdruževanje in strukturno stabilnost proteinov vpliva več 
dejavnikov in med temi se največkrat navaja pH-vrednost in temperaturo sistema.  
Pomembno je ločiti med kovalentnimi in nekovalentnimi agregati. Kovalentni agregati 
večinoma nastanejo, ko je protein v denaturiranem stanju in imajo porušeno primarno 
strukturo ali pa so povezani med seboj s kovalentnimi vezmi npr. z disulfidnimi vezmi, 
kot transamidni dimeri, agregati kot produkt Millardove reakcije itd. Značilni 
predstavniki nekovalentnih agregatov pa so oborjeni nativni proteini, ki nastanejo zaradi 
nespecifičnih interakcij med samimi makromolekulami (hidrofobni privlak, van der 
Waalsove vezi itd.) [5]. Za eksperimentalne študije je bolj hvaležen pojav nekovalentnih 
agregatov, saj je tako omogočeno raziskovanje lastnosti nativnih proteinov v aktivnem 
stanju torej takih, kot jih najdemo v naravi. Takim agregatom je moč analizirati strukturo, 
aktivnost ali interakcije z drugimi zvrstmi v sistemu. Tako smo na primer zaradi zmeraj 
bolj kontroliranega procesa kristalizacije proteinov v zadnjem desetletju uspeli s pomočjo 
rentgenske difrakcije in NMR tehnike ugotoviti strukturo več deset tisočim proteinom 
[3,5]. 
Ena izmed hipotez mehanizma nastanka agregatov sledi modelu zvijanja proteinov po 
intermediatih zaradi hidrofobnega efekta. Delno zviti proteini, kjer je hidrofoben del še 
zmeraj izpostavljen zunanjosti, so odgovorni za samozdruževanje proteinov (slika 7). Ko 
hidrofobni deli interagirajo med seboj, se prične tvorba agregatov, ki so v začetni stopnji 
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Slika 7: Intermolekularne povezave so vzrok za tvorbo agregatov. Med seboj interagirajo hidrofobni deli (temnejše 
obarvani) različnih proteinov v raztopin [7]. 
 
Mehanizmi agregacije so različni in glede na to, po katerem mehanizmu se agregira 
protein, se pojavi specifična oblika agregata. Tako lahko pride do tvorbe trdnih amorfnih 
delcev, kristalov, fibrilov, gelov itd. Med drugim lahko pride do pojava koacervacije, 
tvorbe dveh tekočinskih faz (angl.: liquid-liquid phase-transition behavior) pri sistemih 
z visoko koncentracijo proteinov v vodni raztopini. Ko je tak sistem ohlajen na 
temperaturo nižjo od temperature faznega prehoda, se v raztopini pojavijo zelo majhne 
kapljice agregiranega proteina. Tako dobimo sistem z dvema fazama, eno z izredno 
visoko koncentracijo proteina, drugo pa z nizko. Reverzibilnemu procesu po angleško 
rečemo liquid-liquid phase separation in temperaturi, pri kateri se zgodi tranzicija med 
stanji, temperatura zmotnitve (angl. cloud point). Pojav zmotnitve so v različnih 
raziskavah izkoristili za proučevanje interakcij med proteini [8,9]. 
 
3.4 Termoodzivni polipeptidi 
Navajam kratko razlago o termoodzivnih polipeptidih zaradi relevantnosti v nedavnih 
raziskavah, ki uporabljajo take polipeptide za študijo interakcij na površini proteina. 
Termoodzivni polipeptidi so polimeri, ki so podvrženi spremembam fizikalnih lastnosti 
glede na temperaturo, kot na primer sprememba topnosti v določenem topilu. 
   
 
 15 
Denaturacija proteinov se lahko pojavi tako v hladnih pogojih, kot pri povišani 
temperaturi. Vzrok toplotne denaturacije je rušenje sekundarne strukture zaradi 
zmanjševanja jakosti vodikovih vezi s povišanjem temperature, kar privede do razpletanja 
proteina. Zanimivejši pojav je hladna denaturacija – ta poteče zaradi entalpijsko ugodnih 
interakcij med hidrofobno notranjostjo proteina in molekulami vode pri nižji temperaturi 
(slika 7). Temperaturi, pri kateri se zgodi sprememba, pravimo spodnja kritična 
temperatura (angl. lower critical solution temperature, LCST) in je definirana kot kritična 
temperatura, pod katero so komponente določene mešanice mešljive v vseh razmerjih. 
Posnemanje hladne denaturacije proteinov je mogoče izvesti s pomočjo termoodzivnih 
polimerov, kot sta poli(N-isopropilakrilamid) (PNIPAM) [10]  in poli(N,N-
dietilakrilamid) (PDEA) [9]. PNIPAM je izomer poli(isolevcina) in je sestavljen iz 
osnovne verige ogljikovodikov s stranskimi amidnimi skupinami. Polimer je zelo topen 
v vodnih raztopinah pod 31°C, pri višjih temperaturah pa se hitro pojavi agregacija (slika 
8a). Spodnja slika (slika 8b) prikazuje strukturo molekule in interakcije, molekule z 
anioni in vodo [8]. 
Vlogo anionov iz Hofmeistrove vrste na agregacijo PNIPAM-a lahko razložimo na 
osnovi interakcij anionov s prvim hidratacijskim slojem polimera [10]. Izkaže se, da anion 
lahko polarizira molekulo vode, ki tvori vodikovo vez z amidom. Dodatno anion poveča 
površinsko napetost na stiku hidrofobnega dela polimera in vode ter tako zmoti 
hidrofobno hidratacijo PNIPAM-a. Tako polarizacija vodnih molekul kot povečanje 
površinske napetosti povzročita, da se s povečevanjem koncentracije soli znižuje spodnja 
kritična temperatura polimera. Nasproten pojav povzročajo anioni, ki se vežejo na amidne 
dele polimera, kar zviša LCST, saj postane površina polipeptida nabita [8,10] 
 
 
Slika 8:(a) Prehod med razvitim topnim in agregiranim stanjem poli(N-isopropilakrilamida) pri povišani temperaturi 
(b) interakcije med anioni, polimerom in molekul vode iz prvega hidratacijskega ovoja ter prikaz hidrofobnih delov 
[8]  
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4.  Soli v vodnih raztopinah proteinov 
 
V svoji diplomski nalogi se bom osredotočila na vodne raztopine proteinov, kjer so 
pogosto prisotni tudi ioni različnih soli.  
V laboratoriju pri in vitro pogojih je prisotnost ionov v raztopini zelo pomembna. Vse do 
danes je vpliv ionov na lastnosti raztopine in v njej prisotnih zvrsti še nekoliko nejasen. 
Najpogosteje se dodajanje soli uporablja za vsoljevanje (salting-in) in izsoljevanje 
(salting-out). Pri zadnjem gre za proces obarjanja proteinov, kjer sol deluje kot obarjalno 
sredstvo (več o tem v poglavju 4.3). Jasno je, da so zato vplivi ionov na raztopino in njene 
lastnosti ključni za učinkovito uporabo obarjalnih sredstev in je Hofmeistrova vrsta s tega 
vidika zelo zanimiva.  
Najprej je potrebno poudariti, da sta izoionska točka proteina in izoelektrična točka dva 
različna pojma. Izoionsko točko smo definirali pod točko 3.1, o izoelektrični točki pa 
govorimo, ko imamo v raztopini proteine in druge ione soli. Ti ioni interagirajo s 
polarnimi deli na površini proteina in se nanj vežejo. Izoelektrična točka je torej dosežena 
takrat, ko je naboj na površini proteina skupaj z adsorbiranimi ioni enak nič.[5] 
 
4.1 Specifični ionski efekt (specific ion effect) - SIE 
Ko govorimo o Hofmeistrovih ionih in vrsti govorimo o specifičnih ionskih interakcijah, 
jih je Hofmeister kot prvi opisal v raziskavi iz leta 1888. Te interakcije se pojavljajo med 
solmi in drugimi zvrstmi v vodni raztopini. Potrebno je ustvariti ločnico med takimi 
interakcijami in nespecifičnimi interakcijami, opisanimi s klasičnimi teorijami 
elektrolitov (na primer ionske interakcije odvisne od ionske moči (angl. ionic strength-
dependent interactions)). Klasična teorija temelji na razlagi eksperimentalnih meritev s 
pomočjo elektrostatičnih interakcij in drugih konceptov, ki jih s težavo količinsko 
določimo. Eksperimenti in raziskave zadnjih nekaj desetletij so privedli do spoznanja, da 
so ključen manjkajoči koncept pri opisovanju ionsko specifičnih interakcij disperzijske 
sile, ki sodijo med kvantne mehanske sile. Potrebno je torej upoštevati tudi sile med 
molekulami. [11,12] 
Kar ostaja vseskozi neizpodbitna resnica je le, da so interakcije med solmi in 
biomakromolekulami v raztopinah odvisne tako od ionske zvrsti kot od koncentracije soli 
v raztopini. 
 
4.2 Hidratacija ionov 
Veliko mnenj in teorij se je oblikovalo v fizikalni kemiji kar se tiče obnašanja ionov v 
vodnih raztopinah. Ioni so obdani z velikim številom molekul vode, ki vplivajo na 
električno polje ionov in na medsebojne interakcije na faznih površinah. Najuspešnejše 
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raziskave do sedaj so zagotovo opravljene s pomočjo simulacij molekulske dinamike 
(MDS), poleg drugih metod. MDS prevzemajo različne numerične metode za opis zelo 
kompleksnih molekularnih sistemov, ki jih analitično ne moremo določiti. Veliko študij 
z MDS na primer uporablja Bornov generaliziran model (angl. generalized Born model). 
Ta ne upošteva hidratacijskega ovoja ali polarizacijskih interakcij, saj obravnava ione kot 
električno prevodne krogle v kontinuumu topila. Za opis raztopin elektrolitov je ključnega 
pomena, da lastnosti topila čim bolje opišemo saj opis topila zgolj z njegovo dielektrično 
konstanto ne zadostuje za dobro napoved termodinamskih lastnosti raztopine [13]. 
Sredi dvajsetega stoletja se je tako pojavil koncept kaotropov in kozmotropov, ki razvršča 
ione v dve skupini glede na to, ali ion poveča urejenost molekul vode v svoji okolici ali 
pa jo zmanjša. Ta enostavna razlaga je dolgo veljala za odgovor na vprašanje specifičnega 
ionskega efekta na agregacijo biomolekul v raztopini, ker naj bi kozmotropi učinkovito 
urejali molekule vode okoli sebe in jih tako »ukradli« proteinskim molekulam – temu naj 
bi sledila agregacija proteina [12,13]. Temu deljenju so kasneje nasprotovali podporniki 
ideje, da ioni ne vplivajo na molekule vode onkraj prvega hidratacijskega sloja.  
Leontidis v svojem članku poudarja, da so desetletja raziskav na področju statistične 
mehanike in termodinamike raztopin elektrolitov pokazale, da je slika, ki jo še danes 
akademski svet podaja kot osnovno znanje študentom, preveč poenostavljena. Ta sicer 
opisuje medionske interakcije v raztopini z aktivnostnimi koeficienti, kjer je edini 
parameter obnašanja ionov v raztopini njihov naboj [13,14]. Ta pogled je problematičen, 
saj bi v takem primeru morala na primer natrijev klorid in rubidijev nitrat imeti enake 
lastnosti in delovanje, saj je njuna stehiometrija enaka in naboj tudi. A izkaže se, da temu 
ni tako. pH-vrednost, na primer, je odvisna od specifične sestave ionskega para v 
elektrolitski raztopini ter od interakcije z molekulami topljenca in substrata [12]. 
Torej sledi, da poenostavljeni modeli, ki ne upoštevajo molekularnih značilnosti topila, 
kot na primer tisti, ki jemljejo za podlago Debye–Hückelov pristop oziroma v bolj 
splošnem Poisson–Boltzmannovo teorijo, niso primerni za obravnavo specifičnih ionskih 
interakcij, razen če niso podprti z več informacijami o topilu [1,15]. 
Collins v svoji teoriji o ujemanju afinitet do vode (angl. Law of matching water affinities) 
predpostavlja, da lahko ione razvrstimo in primerjamo glede na afiniteto, ki jo imajo do 
molekul vode. Povezuje torej težnjo ionov nasprotnih nabojev do ustvarjanja ionskih 
parov v vodi s parametri, kot so razlika v Gibbsovi prosti energiji hidratacije vsakega iona 
posebej in v odvisnosti od topnosti dane soli glede na velikost obeh ionov, ki sestavljata 
sol. Collins trdi, da imajo ioni s podobnimi standardnimi molskimi hidratacijskimi 
entalpijami tudi podobno afiniteto do vode. Taki nasprotno nabiti ioni po Collinsu raje 
ustvarjajo ionske pare v raztopini. Izkaže se, da majhni ioni močneje vežejo molekule 
vode, a se koordinirajo z manjšim število njih, medtem ko večji ioni vežejo molekule 
vode šibkeje, a se obdajo z večjim številom le-teh [12,16]. 
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4.3 Vsoljevanje, izsoljevanje (salting-in, salting-out) 
Redki proteini so sami po sebi topni v vodni raztopini in običajno je za njihovo 
vodotopnost potrebno dodati vsaj nekoliko soli (koncentracija, primerljiva s fiziološkimi 
pogoji). Ko je sol prisotna v raztopini, anioni in kationi nevtralizirajo naboje na površini 
proteina, kar prepreči agregacijo proteina. Pri nižjih ionskih koncentracijah (<0,5 M) soli 
je torej topnost proteina povečana, s koncentracijo soli pa se povečuje tudi ionska moč. 
Vsoljevanje torej deluje na principu lastnosti ionov, da ščitijo proteinske molekule pred 
nabojem drugih proteinskih molekul (slika 9) [17]. 
Izsoljevanje je metoda čiščenja proteina, ki je lahko eden izmed korakov za njihovo 
izolacijo in izkorišča zmanjšanje topnosti proteinov v raztopinah z visoko vsebnostjo 
elektrolitov. Koncept je oblikoval Hofmeister v svojih raziskavah konec 19. stoletja, ko 
je raziskoval topnost proteinov jajčnega beljaka in ugotovil, da so nekatere soli bolj 
učinkovite pri izsoljevanju proteinov kot druge. Soli je razvrstil v vrsto, ki je za metodo 
uporabna še danes. Izoljevanje je med drugim tudi učinkovit način za ločevanje različnih 
razredov proteinov med seboj na podlagi njihove velikosti, celokupnega naboja itd. En 
način kontroliranega agregiranja proteinov je torej izkoriščanje različnih učinkov 
specifičnih ionov soli in koncentracije vsakega od njih [17,18].  
 
 
Slika 9: Grafični prikaz odvisnosti topnosti proteina od koncentracije soli v raztopini [17]. 
 
Nabite in polarne AK kot so glutamat in lizin se v vodni raztopini nahajajo na površju 
proteina (in ne v hidrofobni notranjosti), saj so obkrožene z molekulami vode in 
hidratirane. Izsoljevanje se ponavadi na enostaven način v učbenikih razlaga kot vpliv 
ionov na solvatacijski ovoj proteina. Ioni soli naj bi odvzeli molekule vode hidrofilni 
površini proteina kar povzroči, da postanejo medsebojne interakcije med molekulami 
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proteina močnejše kot so interakcije med proteinom in vodo. Obstaja tudi druga razlaga, 
po kateri naj pri doseženi določeni ionski moči molekule vode ne bi več zmogle 
»prenesti« vsega naboja tako ionov kot proteinov. Posledica je obarjanje manj topne 
zvrsti, kot so velike molekule proteina [17]. 
Še danes je občasno v uporabi empirična enačba, ki opisuje učinek soljenja. To enačbo je 
zapisal ruski zdravnik Sečenov leta 1892. Zanimalo ga je, kako soli vplivajo na topnost 
CO2 zato, da bi razumel kako poteka transport CO2 v krvi [11]. 
 
log (s0/s) = kscs   (1) 
 
V enačbi sta s in s0  topnosti danega neelektrolita v raztopini elektrolita in v čisti vodi, cs 
je koncentracija vode in ks je konstanta soljenja. Pozitivne oziroma negativne vrednosti ks 
pomenijo izsoljevanje (+) oziroma vsoljevanje (-) [12]. 
Naj dodam, da je obarjanje proteinov možno tudi z nekaterimi nevtralnimi snovmi, kot 
na primer z dodatkom neadsorbirajočega polimera (angl. nonadsorbing polymer)[4][4]. 
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5. Hofmeistrova vrsta  
 
5.1 Zgodovinsko ozadje 
Hofmeistrovo vrsto kdaj imenujemo tudi liotropna vrsta. Konec dvajsetega stoletja je 
Franz Hofmeister poučeval na Univerzi v Pragi kot profesor farmacije. S svojo 
raziskovalno skupino je proučeval lastnosti in obnašanje soli v raztopinah. Izdali so serijo 
sedmih člankov, napisanih v nemščini, ki so postavili temelje raziskavam o specifičnih 
ionskih interakcijah in ustvarili novo polje raziskav, ki je temeljito spremenilo dojemanje 
ionskih interakcij in je aktualno še danes. Naslov celotnega sklopa člankov je bil »Zur 
Lehre von der Wirkung der Salze«, torej »O proučevanju vplivov soli«. Leto pred izdajo 
najpomembnejšega izmed člankov s Hofmeistrovem imenom leta 1888, je njegov študent, 
S. Lewith, izdal prvi članek iz serije s podnaslovom »Obnašanje proteinov v krvnem 
serumu v prisotnosti soli«. Drugi Hofmeistrov članek je nosil podnaslov »O pravilih 
ionskega učinka na obarjanje beljakovin in o povezavi teh učinkov s fiziološkim 
obnašanjem soli«. Ta članek je vseboval nadgradnjo ugotovitev prvega članka in prvih 
nekaj temeljnih zaključkov, ki so služili za osnovo prebojnih Hofmeistrovih ugotovitev 
na področju kemije elektrolitov [18]. 
V času, ko je Hofmeister s svojo raziskovalno skupino izdajal članke o vplivu soli na 
topnost proteinov, torej konec 19. stoletja, metoda proteinske kromatografije še ni bila 
poznana. Tako je bilo izsoljevanje prevladujoča metoda za čiščenje proteinov, kar je bil 
še kako dober razlog za optimizacijo in raziskovanje le-tega. Kot sem omenila že v 
prejšnjih poglavjih, je Hofmeister za svoje eksperimente uporabil beljakovine iz 
kokošjega jajčnega beljaka in je iz rezultatov izpeljal vrsto, za katero se velikokrat zmotno 
pravi, da se je nanašala na ione. Izvorna Hofmeistrova vrsta se je nanašala na razvrščanje 
vrste soli glede na njihovo učinkovitost pri izsoljevanju proteinov. V nadaljnjih poskusih 
je Hofmeister raziskoval tudi vplive anionov in kationov posebej in kot rezultat teh 
raziskav je nastala spodnja vrsta (slika 10) [1,11]. 
 




Slika 10: Plaketa, posvečena Frazu Hofmeistru (Praga, 2019). 
 
Skozi leta raziskav je nastalo več oblik vrste tudi glede na pojav, ki je bil proučevan.  
 
 
5.2 Reverzna in direktna Hofmeistrova vrsta 
V poskusu razumevanja specifičnih ionskih interakcij v zadnjem stoletju je na dan prišla 
množica različnih pojavov, ki sledijo Hofmeistrovi vrsti. Med temi so na primer zvijanje 
proteinov in njihova encimska aktivnost, obnašanje koloidov in kristalizacija proteinov. 
V že tako skrivnosten mehanizem Hofmeistrovega efekta pa je vneslo še dodatno zmedo 
dejstvo, da nekateri pojavi, med njimi marsikateri izmed naštetih, sledijo reverzni 
Hofmeistrovi vrsti. Na smer vrste v glavnem vplivajo pH-vrednost, ionska moč raztopine 
elektrolita, temperatura, topilo, naboj topljenca itd. 
Zhang in Cremer [6] sta raziskovala pojav reverzne Hofmeistrove vrste pri lizocimu, ki 
je pri nevtralnih pogojih pozitivno nabit protein in postane neto negativno nabit pri pH-
vrednosti 9,4 . Opazovala sta temperaturno induciran nastanek dveh faz pri koncentriranih 
proteinskih raztopinah pod temperaturo zmotnitve (poglavje 3.3). Termodinamske 
pridobljene podatke sta obdelala z modelno enačbo, ki vključuje tudi interakcije 
elektrostatske nevtralizacije: 
 
     (2) 
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T0 v enačbi predstavlja temperaturo zmotnitve za lizocim v odsotnosti soli in [M] je 
molarna koncentracija soli. Kd je konstanta vezave aniona na lizocim in Bmax je 
maksimalno povišanje LCST, ko imajo vsi pozitivni naboji na proteinski površini vezane 
anione. Konstanta b je faktor elektrostatske interakcije, ki je odvisen od površinskega 
potenciala lizocima. Bmax in b sta merili sposobnosti asociacije aniona na pozitivno nabit 
predel površine proteina in s tem posledično zmanjšanja elektrostatskih odbojev med 
nabitimi proteini v raztopini. Konstanta c ima enoto °C/[M] in predstavlja specifični 
ionski efekt na površinsko napetost vmesne površine med proteinom in vodo. Enostavno 
- višja je temperatura zmotnitve, močnejše so domnevne privlačne sile med molekulami 
proteina. Učinkovitost anionov pri agregaciji proteina sledi direktni ali reverzni 
Hofmeistrovi vrsti glede na to, kakšna je pH-vrednost raztopine. Če je ta višja kot pI, ima 
protein negativen celokupen naboj in sledi direktni Hofmeistrovi vrsti. V tem primeru 
kaotropi kot so jodidni ioni pripomorejo k razvitju proteinov in vsoljevanju, kozmotropi 
pa imajo ravno obraten učinek. Ko pa je pH-vrednost raztopine nižja od pI-vrednosti 
proteina, je neto naboj pozitiven in Hofmeistrova vrsta postane reverzna. Zhang in 
Cremer opozorita še na en pojav in sicer da se tudi pri pH-vrednosti pod proteinsko pI 
opazi direktna Hofmeistrova vrsta, če je koncentracija dodane soli dovolj visoka. Lizocim 
torej v nevtralnih in kislih pogojih ter pri koncentracijah nižjih od 200 ali 300 mM soli 
sledi reverzni Hofmeistrovi vrsti [6]. 
V članku [19] raziskovalna skupina Paterove in njenih sodelavcev (2013) poudarja, da je 
reverzibilnost Hofmeistrove vrste močno odvisna od fizikalnih in kemijskih lastnosti 
proteinov. Problematizirajo dotedanje raziskave in to še posebej zaradi neupoštevanja 
fizikalnih in kemijskih lastnosti proteinov pri proučevanju SIE, saj so te bile osredotočene 
na interakcije ionov s topilom. Z NMR metodami in simulacijami molekulske dinamike 
je raziskovalna skupina pokazala, da se anioni obnašajo po direktni Hofmeistrovi vrsti, 
če je N-konec proteina zaščiten, medtem ko postane ob prostem pozitivno nabitem N-
koncu vrsta reverzna. To pomeni, da ko je konec peptida zaščiten, večji ioni z bolj 
razpršenim nabojem močneje interagirajo z glavno verigo v primerjavi z manjšim ionom 
z večjo gostoto naboja. Ko je N-konec prost, se zgodi obratno. Na podlagi te ugotovitve 
predvidevajo, da naj bi se podobno dogajalo tudi pri stranskih skupinah nabitih AK. 
Avtorji so predlagali tudi študijo, ki bi proučila vpliv proteinske strukture na vrstni red 
Hofmeistrove vrste. 
Raziskana pa je bila odvisnost vrstnega reda Hofmeistrove vrste v odvisnosti od 
površinske polarnosti (hidrofobna/hidrofilna) in površinskega naboja 
(negativna/pozitivna) proteina. Različne vezavne afinitete ionov do hidrofobnih mest na 
površini proteina vplivajo na ionsko specifično obarjanje in tudi na denaturacijo peptida. 
Ioni, ki jih hidrofobni deli proteina močno odbijajo, kot npr. F-, močno zvišajo medfazno 
napetost. Ti ioni bodo zato boljši agregacijski medij kot ioni, ki jih take površine ne 
odbijajo v taki meri (I-), saj se agregacija zgodi preko mehanizma združevanja 
hidrofobnih delov različnih proteinov. Je pa sklep, ki temu sledi, tudi ta, da so taki ioni, 
ki močno agregirajo proteine v raztopini tudi slabi denaturanti, saj se denaturacija zgodi 
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preko solvatacije hidrofobnih delov v notranjosti proteinske strukture. Fazni diagram 
(slika 11) iz članka Schwierz et al. [20] prikazuje različne režime Hofmeistrove vrste 
(direktna/reverzna) v odvisnosti od polarnosti in naboja površine peptida. Sredinski del, 
kjer je Hofmeistrova vrsta le delno reverzna, je precej razširjen. To je pogost pojav, ko 
sta polarnost in naboj na površini na nek način vmesna, torej ne le hidrofobni in ne le 
pozitivni in obratno. Taka so tudi površja proteinov v resnici, torej je ta rezultat 
eksperimentov in simulacij potrdil medsebojno odvisnost površinskih interakcij od 
režima vrste  [12,20]. 
 
 
Slika 11: Hofmeistrov fazni diagram - direktna ali reverzna Hofmeistrova vrsta v odvisnosti od površinskega naboja 
in polarnosti [20] 
 
5.3 Pregled dosedanjih dosežkov  
V nadaljevanju navajam le nekaj raziskav izmed mnogih, ki so pripomogle k boljšemu 
razumevanju elektrolitskih raztopin in specifičnega ionskega efekta ter vplivov na 
biomakromolekule v tovrstnih sistemih. Razlog za navedbo prav teh raziskav ni povsem 
sistematiziran, med branjem in raziskovanjem teme so ti večkrat pritegnili mojo 
pozornost in bili navedeni kot pomembni.  
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5.3.1 Ugotovitve o vplivu elektrolitov na strukturo vode 
Hofmeistrovo prizadevanje racionalizacije specifičnih interakcij soli z vodo so kmalu po 
njem prevzeli podporniki koncepta kozmotropov in kaotropov in ta koncept se je obdržal 
vse do danes, to je eno stoletje. 
Robinson in Stokes [21] leta 1959 opišeta raztopine po moderni teoriji raztopin. Ta 
temelji na modelu, ki raztopino vidi kot kot trdnino z naključno notranjo strukturo v kateri 
obstaja le nekaj predelov z redom kratkega dosega. Na teh predelih naj bi voda preko 
elektrostatičnih interakcij, tedaj poimenovanih »vodikove vezi«, obdržala tetraedrično 
strukturo ledu. Do tega zaključka so prišli na podlagi rezultatov analiz Raman in IR 
spektrov. Pred tem je veljalo, da se v tekoči vodi tvorijo polimerne oblike vodnih molekul 
kot »dihidroli« (H2O)2 in »trihidroli« (H2O)3. Avtorja poudarjata tudi, da raziskave in 
tedanja klasična teorija raztopin prehitro pripisujejo lastnosti elektrolitskih raztopin samo 
naravi topljenca in ne upoštevajo tudi topila.  
Začetki proučevanja porazdelitve naboja v molekuli vode in posledičnem pojavu 
koncepta vodikovih vezi je spodbudil tudi razmislek o vplivu ionov na strukturo in 
lastnosti vode. Frank in Evans [22] sta proučevala topnost in temperaturne koeficiente 
topnosti preprostih nepolarnih molekul plina in iz dobljenih podatkov izračunala 
izgubljeno entropijo pri procesu raztapljanja. Ugotovila sta, da je izguba entropije takih 
molekul pri raztapljanju v vodi veliko večja kot pri raztapljanju v nepolarnem topilu. Ta 
pojav sta razložila kot da se poveča red strukture vode, ko se v njej raztopijo molekule. 
Predstavila sta si, da molekule vode zgradijo mikroskopsko »ledeno goro« okoli 
nepolarne molekule. Zaradi že obstoječega prepričanja o kratkosežnem urejanju oziroma 
o urejanju, ki je omejeno le na majhne volumske dele vodne raztopine, si je bilo tak pojav 
kar enostavno predstavljati. V okviru te predstave se domneva, da ione v raztopini 
obkroža približno štiri monomolekulske sloje debela plast vode, na katero orientacijo 
vpliva ion in za te vodne molekule naj bi vrednost izgubljene entropije znašala približno 
12 cal K-1 mol-1. Dolgo je tudi veljalo, da sta dva parametra, ki precej povesta o 
strukturiranju vode, spremenjena viskoznost zaradi dodanih soli in entropija ionske 
solvatacije [21]. 
Več kot dve desetletji kasneje Collins in Washabaugh [23] predlagata prvi splošni 
kvalitativni molekularni mehanizem za pojav SIE. Vizualno predstavita interakcijo vode 
na vmesnih površinah topljenca tako, da razdelita področje ob površini topljenca na tri 
sloje vode. Prvi sloj tik ob površini je solvatacijski sloj, drugi tik ob tem je tranzicijski, 
tretji sloj pa predstavlja preostalo raztopino. Lastnosti prvega sloja so odvisne od 
topljenca, lastnosti tretjega pa od raztopine. Prvi in tretji sloj pa vplivata na dogajanje v 
vmesnem, drugem sloju. Na podlagi take razlage je tudi utemeljeno delovanje 
kozmotropov in kaotropov. Kozmotrop vpliva na molekule vode iz difuzijskega sloja 
močneje in ima večji vpliv na tranzicijski sloj, medtem ko ima kaotrop šibkejši vpliv. Še 
vedno pa ostaja aktualna ideja vpliva ionov na molekule vode onkraj prvega 
hidratacijskega sloja. 
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Dejstvo, da je pri specifičnosti interakcij med biomakromolekulami in ioni v vodni 
raztopini potrebno upoštevati tudi lastnosti samih proteinov in da so interakcije na 
površini le-teh ključnega pomena, je bilo znano že v šestdesetih letih prejšnjega stoletja. 
Veliko od takrat predlaganih ter s termodinamskimi in s spektroskopskimi 
eksperimentalnimi študijami podprtih modelov se je osredotočilo na skelet. Ugotovitev, 
ki je iz tega sledila, je bila, da amidna skupina raje interagira s šibko hidratiranimi anioni, 
nekoliko manj pa z močno hidratiranimi kationi. Iz tega se sklepa, da interakcije ionov s 
skeletom povzročajo vsoljevanje in destabilizirajo proteinsko strukturo, kar sledi 
Hofmeistrovi vrsti [9].  
 
5.3.2 Renesansa Hofmeistrove vrste 
V reviji o novicah na kemijskem področju je bil leta 2007 objavljen prispevek [24], ki je 
zaradi množice prispevkov, izdanih v tistem obdobju na temo ionsko specifičnih 
interakcij, razglasil dano obdobje kot renesanso Hofmeistra.  
Na koncu 20. stoletja so nekatere znanstvenice in znanstveniki predlagali, da bi se 
prenehalo z deljenjem Hofmeistrovih ionov na kozmotrope in kaotrope, saj so mnenja 
glede vpliva ionov na hidratacijske sloje okoli njega deljena, a se je taka razdelitev vseeno 
ohranila zaradi navade. Drugi razlog, zaradi katere je bila taka razdelitev postavljena pod 
vprašaj, je pojav reverzne vrste (poglavje 5.2) [25]. 
Simulacije molekulske dinamike so prevzele glavno vlogo pri opisovanju raztopin 
elektrolitov. Ninham in Yaminsky [26] leta 1997 objavita zelo pomemben članek katerem 
v predlagata, da bi pri simulacijah za proučevanje ionov morali upoštevati tudi 
polarizabilnost, prej ignoriran parameter, saj je načeloma pripisan nepolarnim zvrstem, a 
se pojavlja tudi pri ionih. Polarizabilnost je količina, ki meri odziv delca na zunanje 
elektromagnetno polje. Boström s sodelavci [27] tako nadaljuje s proučevanjem kvantno 
mehanskih privlakov – disperzijskih sil, ki so posledica polarizabilnosti. Izkazalo se je, 
da so take sile pri poenostavljenih modelih, ki ne upoštevajo strukture vode, zanemarljive. 
Jasno pa postane, da poleg elektrostatskih sil obstajajo tudi drugi faktorji, ki vplivajo na 
SIE. 
Za potrebe računalniških eksperimentov je bilo potrebno spremeniti tudi modeliranje 
proteinov. Za proučevanje specifičnih ionskih interakcij s proteini je razumljivo, da se 
proteina ne more opisati kot krogle z enakomerno porazdelitvijo naboja. Potrebno je 
poznati strukturo in kemijsko sestavo proteina – tako je nujno upoštevati število različnih 
AK ostankov proteina, s katerimi lahko interagirajo ioni in voda ter sestaviti približek 
površine proteina. 
V preglednem znanstvenem članku, ki sta ga objavila Zhang in Cremer leta 2010 [20] 
lahko preberemo, da je vpliv anionov iz Hofmeistrove vrste ključen na lokalnem nivoju 
in se dogaja preko direktnih interakcij z molekulami in z njihovimi prvimi hidratacijskimi 
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sloji. Rezultati nekaterih raziskav so pokazali, da ioni soli interagirajo skoraj do enake 
mere z nabitimi AK kot z drugimi prisotnimi ioni v raztopini [28]. 
V članku [9], objavljenem pred kratkim, je mednarodna raziskovalna skupina skušala 
najti enovito sliko za razlago interakcij med ioni, proteini in molekulami vode. Za dosego 
cilja je uporabila simulacije molekulske dinamike, lasersko spektroskopijo za analizo 
površin (VSFR) in NMR tehnike. Eksperimenti so vključevali tudi uporabo 
termoodzivnih polimerov, kot so PNIPAM in PDEA (poglavje 3.4) in modeliranje 
njihove LCST po enačbi (2). Pokazali so, da so anioni, ki jih proteini v raztopini močneje 
privlačijo, bolj učinkoviti pri izsoljevanju. Deli, s katerimi anioni najbolj interagirajo, so 
zagotovo skelet proteina in nabite stranske verige, v veliko manjši meri pa interagirajo s 
polarnimi in hidrofobnimi stranskimi verigami. Izkaže se, da anioni sledijo direktni 
Hofmeistrovi vrsti pri interakciji na skeletu, saj šibko hidrirani anioni interagirajo 
močneje, medtem ko na pozitivno nabitih stranskih verigah interakcije sledijo reverzni 
Hofmeistrovi vrsti. Iz tega sledi sklep, da anioni sledijo direktni Hofmeistrovi vrsti samo 
takrat, ko je prispevek interakcij s skeletom večji kot prispevek pozitivnih stranskih verig. 
Za katione pa velja, da pri vseh interakcijah, tako s skeletom kot s stranskimi verigami, 
sledijo direktni vrsti. Kar pa raziskovalna skupina posebej poudari je, da je že čas, da se 
poslovimo od rigidnih pravil Hofmeistrove vrste in pričnemo na te interakcije gledati bolj 
poglobljeno.  
 
5.3.3 Onkraj Hofmeistrove vrste  
Z raziskavami o specifičnih ionskih interakcijah si je veliko raziskovalk in raziskovalcev 
prizadelo zožiti vrzel, ki obstaja med fizikalno kemijo in biološkimi znanostmi. 
Raziskovalne skupine zmeraj pogosteje podpirajo idejo, da je Hofmeistrova vrsta le 
začetek obsežnega polja raziskav na področju ionskih interakcij in je torej čas, da se 
raziskave usmeri onkraj nje, »Beyond Hofmeister«  [9,12]. 
Pred kratkim je izšel pregledni znanstveni članek [29], v katerem avtorji predlagajo, da 
bi se imenovanje okoli SIE in Hofmeistrove vrste na nek način standardiziralo ali bolj 
rigidno definiralo. Naj bi torej besedna zveza »ionsko specifični efekt« bila uporabljena 
samo za opisovanje primerov, kjer ima ion izrazit vpliv na določen merljiv pojav, medtem 
ko izraz »Hofmeistrov efekt« samo za specifičen ionski efekt, ki sledi Hofmeistrovi vrsti. 
Tak predlog je bil med drugim podan zato, ker Hofmeistrova vrsta (zgodovinsko) deli 
ione na kozmotrope in kaotrope, kar je lahko kdaj zavajajoče. 
  





Leta 2004 je bilo delo Hofmeistra oklicano za tako pomembno za koloidno kemijo kot je 
bilo delo Mendla za genetiko. Morda je v nekih pogledih res, a dandanes se s to trditvijo 
ne bi strinjalo veliko raziskovalk in raziskovalcev. Zmeraj bolj postaja jasno, da 
enostavne in vsesplošne razlage opazovanih fenomenov ne bo enostavno ali sploh 
mogoče najti.  
Nekaj, kar so raziskave vseeno uspele kar natančno preučiti, so vmesne površine med 
nekaterimi topljenci v vodnih raztopinah in njihovem okolju. Tako na primer vemo, da 
imajo največjo afiniteto do vezave na proteinski skelet šibko hidratirani polarizabilni 
anioni (I-, SCN-, ClO4-). Vežejo se na amidni del in sosednji -ogljik, slednji je pozitivno 
polariziran zaradi elektron-privlačnih skupin, na katere je vezan. -ogljikov atom je 
vseeno prešibko pozitiven, da bi voda z njim tvorila vodikove vezi, zato je prost za 
interakcijo z anioni. Kationi imajo v tej zgodbi manj pomembno vlogo, saj njihove 
interakcije s skeletom niso tako močne kot anionske. Nekateri močneje hidratirani kationi 
z visoko gostoto naboja (Li+, Mg2+, Ca2+) se vseeno šibko vežejo na kisik karboksilne 
skupine v amidni vezi. Poleg s skeletom pa kationi interagirajo še z negativno nabitimi 
karboksilati stranskih verig AK, anioni pa s pozitivno nabitimi aminskimi skupinami.Te 
ugotovitve so vseeno kvalitativne in iz njih ni mogoče izpeljati celovite razlage za 
Hofmeistrovo vrsto. Collins je zato oblikoval empirično teorijo »Law of matching water 
affinities« in predstavil vsaj neke vrste utemeljitev na podlagi podobnih prostih energij 
hidratacije. 
Hofmeistrova vrsta je le začetek dolge poti raziskav raztopin kompleksnih topljencev. 
Veliko bioloških sistemov, ki jih zaznamuje izrazit ionospecifični efekt, kot so na primer 
membranski ionski kanalčki ali encimska aktivna mesta, delujejo na principih, ki so 
onkraj Hofmeistrove vrste. Potrebno bo torej vzeti v zakup tudi interakcije med samimi 
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